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Einleitung 
Der Erreger der „Malaya disease", einer Virose des 
Indischen Nashornkäfers, Oryctes rhinoceros (L.}, wurde 
von H u g e r  (1965, 1966) in Malaysia gefunden und als 
Rhabdionvirus oryctes beschrieben. Diese Krankheit 
kann den wichtigen Palmenschädling wirksam dezimie­
ren. Für seine. biologische Bekämpfung läßt sich Infek­
tionsmaterial durch perorale Infektion zahlreicher Lar­
ven gewinnen. Von ihrer Infektion bis zur Tötung zum 
Zwecke der Virusgewinnung vergehen je nach Infek­
tionsdosis etwa 1-4 Wochen. Es ist bekannt, daß Oryc­
tes-Larven im Freiland, aber - was hier besonders 
interessiert - auch in Zuchten (z. B. Cu mb e r, 1957; 
H u r  p i  n und F r  e s  n e a u, 1967) durch den insekten­
pathogenen Pilz Metarrhizium anisopliae (Metsch.) 
Sorok. befallen werden. Auch bei Zucht- und Infektions­
versuchen in Samoa, die zu einer erfolgreichen Aus­
bringung ,und Einbürgerung des Virus führten ( M a r -
s c h a 11, 1970), hatte sich die Mykose überaus störend 
bemerkbar gemacht (Mr. A. C at 1 e y, Dr. K. J. M a r -
s c h a 11, pets. Mitt.). Es war daher die Frage, wie man 
sie während der maximal 4 Wochen, die für die Virus­
vermehrung in den Larven nötig sind, ausschalten 
kann. Wir gingen davon aus, daß die Verpilzung mei­
stens durch M. anisopJiae-Sporen ausgelöst wird, die 
sich bereits, von früherem Insektenbefall herrührend, 
im Zuchtsubstrat (verrottetes Holz oder Sägemehl) be­
finden und hier eine lange Lebensdauer haben können 
( M  ü 11 er - K ö g 1 e r, 1967, 1970). Man kann diese 
Infektionsquelle ausschalten oder eindämmen, wenn 
man (wie in unserem Institut seit längerer Zeit üblich) 
das Zuchtsubstrat 4-6 Stunden bei 80° C erhitzt oder 
wenn man als Zuchtmedium, besonders für Zuchten 
ganzer Generationen, eine Mischung aus 2/a zersetztem 
Holz und 1/a Kuhdung benutzt ( H u r p i n und F r e s -
n e a u , 1970): Wahrscheinlich wird durch Erwärmen 
dieser Mischung infolge Fermentation der Pilz getötet, 
darüber hinaus aber auch der physiologische Zustand 
der Larven durch solches Substrat günstig beeinflußt. 
Da· anzustreben ist, die für eine biologische Bekämp­
fung nötige Virusvermehrung in den Schadgebieten 
unter möglichst einfachen Arbeitsverhältnissen durch­
zuführen, prüften wir im Modellversuch, wie weit sich 
die vom_ Zuchtsubstrat ausgehende Verpilzung der 
Oryctes-Larven in einfacher Weise durch ein Fungizid 
eindämmen läßt*. Der Versuch mag um so mehr inter­
essieren, als eine chemische Bekämpfung von Pilzen 
bei Schadinsekten nur relativ selten vorgenommen 
wurde. 
Normalerweise sind solche Pilze ja willkommene 
natürliche Gegenspieler von Schädlingen. Das gilt spe­
ziell auch für M. anisopliae gegenüber 0. rhinoceros.
Darüber hinaus hat man versucht, den Pilz z. B. im 
Südseegebiet zur biologischen Bekämpfung des Palmen­
schädlings zu nutzen (F r i e d e  r ic h s, 1913 a, b; 1919). 
Diese Bestrebungen wurden in den letzten Jahren fort­
gesetzt und brachten stellenweise ermutigende Resul­
tate ( M a r s c h a l l, 1968, 1969). · 
Material und Methoden** 
Als Fungizid benutzten wir auf Anraten von Prof. Dr. 
K. D o m s  c h ,  Braunschweig-Völkenrode, das bienen­
ungefährliche, gegen verschiedene Bodenpilze relativ
lang wirkende Captan (z. B. D o m s  c h, 1958 a, b) als
Spritzpulver „Orthocid 50" mit 50 0/o Wirkstoff = N­
Trichlormethylthio-tetrahydrophthalimid. In Versuchen
von M a j c h r o w i c z (1967) hatte Captan mit 0,08 bis
2 0/o Wuchs und Sporulation von M. anisopliae auf
Nährboden stark gehemmt.
Die Konidien von M. anisopliae gewannen wir von 
Petrischalenkulturen mit Biomalz(3 0/o)-Pepton(0,5 O/o)­
Agar(2 0/o), wobei jede Schale (9 cm </>) nur 7-8 ml 
* Der Versuch wurde im Rahmen langfristiger Zusammen­
arbeit zwischen dem Darmstädter Institut und der South 
Pacific Commission (Noumea, New Caledonia). Project for 
Research on the Control of the Coconut Palm Rhinoceros 
Beetle, durchgeführt. Diese Zusammenarbeit soll Grundlagen 
für die biologische Bekämpfung von palmenschädigenden 
Orycles-Arten liefern. Die wichtigsten Versuchsergebnisse 
wurden daher kurz in den Bericht der genannten „Commis­
sion" für Juni-November 1968 aufgenommen. 
** Herrn Prof. Dr. K. D o m s  c h, FAL Braunschweig-Völ­
kenrode, danke ich sehr für seinen Vorschlag eines geeig­
neten Fungizids, Mr. B. J. Wo o d, Chemara Research Station 
(Malaysia) für die Beschaffung der Oryctes-Larven und Fräu­
lein H. Eg g e  r t für die sorgfältige Betreuung des Ver­
suches. Das Captanpräparat stellte uns dankenswerterweise 
Ldw.-Dir. Dr. W. K a i s e r, PSA Frankfurt a. M., zur Ver­
fügung. 
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Nährboden enthielt. So ließ sich eine schnelle Sporen­
bildung erreichen. Der benutzte Stamm (M. a. 32) wurde 
seinerzeit von einer 0. rhinoceros-Puppe isoliert und 
die Stammkultur bis Versuchsbeginn 21/2 Jahre bei 
-18° C eingefroren. Wir konnten also. mit einem hin­
sichtlich Virulenz und Sporulationsintensität unverän­
derten Stamm rechnen. Von Röhrchenvorkulturen stell­
ten wir mit 0,05 0/o Netzmittel „Riede!" in sterilem Aqua
dest. durch Losstreifen der Sporen, Abgießen und
15 min Schütteln auf der Schüttelmaschine eine gleich­
mäßige Sporensuspension her. Mit ihr (jeweils 1 Ti:op­
fen) wurden die Nährbodenplatten bespatelt. Nach 12
Tagen bei Zimmertemperatur konnten von den zuvor
3 Tage lang abgetrockneten Kulturen die Sporen ab­
gepinselt werden. Ein mg enthielt 2,9 X 107 Konidien.
Auf einemMedium mitPhytone(l O/o)-Hefeextrakt-(0, 50/o)­
Glucose(40/o)-Agarpulver(1,70/o) waren die Konidien bei
mikro.skopischer Kontrolle nach 43 Stunden (spätere
Zählungen wegen zu starken Wachstums der Keim­
hyphen nicht möglich) zu 52 0/o gekeimt. Mit solchen
erniedrigten Keimprozenten muß man rechnen, wenn
man die Kulturen des leichteren Erntens wegen 3 Tage
bei leicht gelüfteten Schalendeckeln abtrocknen läßt.
Die 0. rhinoceros-Larven erhielten wir als L3 aus 
Südmalaysia. Sie waren vor Versuchsbeginn 6 Wochen 
bei 27° C in Quarantäne gehalten und kontrolliert 
worden. 
Als Substrat und Nahrung für die Larven diente gut 
verrottetes Sägemehl (Sägemulm), das durch ein Sieb 
mit 3 X 3 mm Maschenweite geschüttelt war. Wir ließen 
es im Gewächshaus abtrocknen, bis der Wassergehalt 
36 0/o betrug. 
Versuchsdurchführung 
Das vorgetrocknete Substrat wurde in allen Serien 
mit Leitungswasser (jeweils 100 ml für 1200 cm3 erga­
ben 1300 cm3 gequollenes, feuchtes Substrat) auf einen 
·wassergehalt von 53 Gew.-0/o gebracht. Der Sägemulm
ist dann gut feucht und für die Larvenentwicklung ge­
eignet. Beim Zusammendrücken gibt er keine Feuchtig­
keit ab und zerfällt anschließend wieder krümelig.
Ein Teil des Substrates wurde für die Kontrolle nur 
mit Leitungswaser angefeu chtet. - Ein Teil wurde so 
mit M. anisopJiae-Konidien kontaminiert, daß die Spo­
rendosis - bezogen auf die in 43 Stunden 100 0/o keim­
fähigen Sporen - 107/cm3 feuchtes Substrat betrug. 
Nach einem früheren Versuch (H u g e r  und M ü 11 e r­
K ö g 1 e r, 1964) war bei dieser Dosierung eine steile 
Mortalitätskurve zu erwarten. Die benötigte Sporen­
menge wurde abgewogen, wie oben geschildert in einer 
größeren Menge Wasser + Netzmittel suspendiert und 
unter langsamem Zugießen gründlich in das Substrat 
eingemischt. Dies geschah von Hand, wobei die Hände 
wie bei allen anderen Ansätzen durch Gummihand­
schuhe geschützt waren. - Teile des unbehandelten wie 
auch des mit Sporen kontaminierten Substrates wurden 
mit in Wasser suspendiertem „Orthocid 50" vermischt, 
so daß der Captangehalt 50 und 200 mg/1 Liter feuchtes 
Substrat betrug, also 50 und 200 ppm oder 0,005 und 
0,02 0/o (Gew./Vol.). Um eine intensive Wirkung des 
wenig wasserlöslichen Captans auf die Sporen zu er­
reichen, wurden die betreffenden Ansätze alle 3 Tage 
gründlich durchmischt. Das Substrat dieser und der an­
deren Serien befand sich in dieser Zeit in großen, mit 
Zinnfolie bedeckten Emailleschalen; es wurde, wenn 
nötig, durch Besprühen mit Wasser neu angefeuchtet. 
Nach 14 Tagen kam alles Substrat zu je 130 cm3 in 
zylindrische Plastikdosen (8 cm X 5,5 cm (/)) mit sieb­
artig durchlöchertem Deckel und in jede Dose eine 
Larve. 
Das Substrat wurde bei Bedarf, d. h. wenn es deutlich 
mit Kotballen durchsetzt war, erneuert. Wo sich Pilz-
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infektionen bemerkbar machten, nämlich in den Serien 
,,107 Sporen/cm3" und „107 Sporen/cm3 + 50 ppm Cap­
tan", w·ar der Fraß eingeschränkt, eine Substraterneue­
rung also nicht bzw. später als bei den übrigen Serien 
nötig. 
In den beiden Serien mit 200 ppm Captan wurde bei 
der Substraterneuerung immer wieder 14 Tage zuvor 
mit dem Fungizid angesetzter Sägemulm benutzt, um zu 
sehen, welchen Einfluß das Fungizid bei Dauereinwir­
kung auf die Larven hat und ob nach vorheriger vier­
wöchiger Exposition gegenüber Pilz und Fungizid bei 
weiterer alleiniger Fungizidanwendung Befall durch 
M. anisopliae auftritt.
Eine Ubersicht über die Verteilung der begrenzt vor­
handenen Larven, über die Versuchsvarianten und die 
Expositionszeiten gegenüber Pilz und Fungizid vermit­
telt Tab. 1. 
Der Versuch lief bei Raumtemperaturen von 18-24 ° C. 
Die Tiere wurden wöchentlich auf Mortalität, etwa 
monatlich auf Gewicht kontrolliert. Bei toten Tieren 
wurde nach Oberflächendesinfektion mit Jodtinktur aus 
einem kurzen Einschnitt Hämolymphe und Gewebe ent­
nommen für mikroskopische Untersuchung (auf Bakte­
rien) und kulturelle (auf Pilze) durch Ausstrich auf 
Chloramphenicol und Streptomycin enthaltenden BBL­
Phytone-Yeast-Agar. Dieser kulturelle Nachweis scheint 
gerade bei großen Larven sicherer als das Verpilzen­
lassen in feuchten Kammern, bei dem der Pilz durch 
starke Bakterienentwicklung unterdrückt werden kann, 
und dies wohl um so mehr, je günstiger die Tempera­
tur für Bakterien und je geringer die Virulenz des 
Pilzes ist. 
Der Versuch lief 24 Wochen, um nicht nur die engere 
Fragestellung, d. h. Fungizidschutz gegen pilzbedingte 
Ausfälle während 4 Wochen, zu beantworten, sondern 
auch die längerfristigen Auswirkungen von Pilz und 
Fungizid zu erfassen. 
Ergebnisse und Diskussion 
Aus den Mortalitätskurven (Abb. 1) und Untersuchun­
gen der toten Tiere (Tab. 1) lasen sich die folgenden 
Schlüsse ziehen. 
1. Larvenmortalität in der Kontrolle
Die Tiere aus der unbehandelten Kontrolle blieben
bis Versuchsende nach 24 Wochen gesund. Die Larven 
waren also nicht latent infiziert, und vom unbehandel­
ten Substrat her erfolgten keine M. anisopliae-Infek­
tionen. 
Wochen 
Abb. 1. Mortalität der Oryctes rhinoceros-Larven a) bei 107 
Konidien von Metarrhizium anisopliae je cm3 Substrat; b) bei 
gleicher Sporendosis + 50 ppm Captan; c) bei gleicher Spo­
rendosis + 200 ppm Captan; d) bei 200 ppm, e) bei 50 ppm
Captan. - In der Kontrolle keine Mortalität. 
Tabelle 1. Wirkung von Captan auf den Befall von Oryctes rhinoceros-Larven (L3) durch Metarrhizium anisopliae 
M. anisopliae Captan Gesamt- Tote Larven mit:* Zahl der zahl der Ver- einzeln Dosis im 
suchs- gehalte- Konidien 
Exposi- Substrat Exposi- toten Fusa-
je cm3 tionszeit tionszeit Larven M.aniso- rium anderen Bak-variante nen der Larven mg pro der Larven pliae Pilzen terien Substrat 1000 cm3 nach() Larven in Wochen in Wochen Wochen 
spp. 
ppm 
a 10 107 6 0 
b 20 107 9 50 
C 20 107 4 200 
d 10 0 0 200 
e 10 0 0 50 
f 10 0 0 0 
* Kultureller oder, für Bakterien, mikroskopischer Nachweis. 
2. Larvenmortalität bei 101 Sporenlcm3 
Die durch 107 Sporen/cm3 Substrat bedingte Mortali­
tätskurve ist steil ansteigend; 90 °/o der Larven sind 
nach 4, 100 0/o nach 6 Wochen tot. Die Sporendosierung 
des benutzten M. anisopliae-Stammes war im Hinblick 
auf die Fragestellung also richtig gewählt. Bei. solchen 
Infektionsversuchen wird die pilzbedingte Mortalität 
- bei sonst gleichartigen Versuchsbedingungen - von
seiten des Pilzes vor allem bestimmt durch die Sporen­
dosis einerseits, die Virulenz des Stammes andererseits.
Auf Grund vorliegender Erfahrungen (vgl. z. B. M ü 1-
1 e r  - K ö g 1 e r  und S t e i n , 1970) kann man anneh­
men, daß gegen Bodeninsekten meistens Sporendosie­
rungen von 105 bis 107/g oder cm3 Substrat geeignet
sind. Die Dosierung ist natürlich auch abhängig (1. c.)
von der Expositionszeit des anfälligen Insektensta­
diums im Boden, seiner Beweglichkeit, der Lebensdauer
der Sporen und nicht zuletzt von der Virulenz des 
Pilzes. Diese ist bei M. anisopliae offenbar besonders 
wirts- und vielleicht auch lokalitätsabhängig. Darauf 
deuten schon ältere Befunde hin (vgl. M ü 1 1  e r - K ö g-
1 e r, 1965, S. 90). Später haben L a  t c h (1965), F e  r­
r o n und D i o m a n  de (1969) sowie D i o m a n  de
(1969) die wirtsabhängige Virulenz von M. anisopliae
durch weitere Versuche bewiesen. Interessant dabei
ist, daß auch nach den beiden letztgenannten Arbeiten
nur von Oryctes spp. isolierte M. anisopliae-Stämme
für diese Wirtsarten virulent sind; außerdem handelte
es sich hier um Stämme des major-Typs, also mit Spo­
renlängen von etwa 9-14 µ.
Hier ist zu prüfen, ob die von J o h  n s t o n (1915) an 
Hand unterschiedlicher Sporenlängen vorgeschlagene 
Unterteilung von M. anisopliae in forma minor · und 
forma major zu Recht besteht. Dies scheint der Fall zu 
sein, denn V e e n (1968) stellte durch Sporenmessungen 
bei 15 Stämmen von verschiedenen Wirten fest, daß 
unter- und oberhalb 8 µ mittlerer Sporenlänge ein 
Sprung (von 7,6 auf 9,8 µ) vorliegt, intermediäre For­
men also fehlen. - Bei eigenen Sporenmessungen von 
15 Stämmen hatten wir (bisher unveröff. Daten) Ent­
sprechendes gefunden. Dabei berücksichtigten wir auch 
die prozentuale Verteilung der Sporengrößen (Koni­
dien in Lactophenol mittels Schraubenmikrometer ge­
messen). Graphische Auswertungen zeigten auch hier 
deutlich einen „ Graben" zwischen kurz- und langspori­
gen Stämmen. Dabei überschritten - mit g e r i n g en 
Prozentsätzen ihrer Sporen - von den sechs kurzspori­
gen Stämmen vier die 8-µ-Grenze: drei erreichten maxi­
mal 8,25 µ; bei einem weiteren Stamm mit mittlerer 
Sporenlänge von 7,8 µ war ein Teil der Sporen 9,75 µ
lang. Umgekehrt unterschritt von den neun langspori­
gen Stämmen nur einer mit einem Teil seiner Sporen 
die 9-µ-Grenze, nämlich bis 8,75 µ. Wenn wir bei diesen 
0 10 (6) 8 (800/o) 1 0 1 
9 20 (13) 16 (80 0/o) 2 2 0 
24 19 (24) 11 (58 0/o) 4 2 2 
24 5 (23) 0 - 1 3 1 
4 4 (23) 0 - 2 0 2 
0 0 (24) - - - - -
und weiteren Messungen die mittlere Sporenlänge als 
Kriterium benutzten, ließen sich auch bei uns immer 
wieder kurzsporige (bis 8 µ) und langsporige Stämme 
(ab 9 µ) unterscheiden. Die Trennung von kurz- und 
langsporigen Formen sollte durch weitere Untersuchun­
gen bestätigt werden und gegebenenfalls zu taxonomi­
schen Folgerungen führen. 
Speziell bei 0. rhinoceros kommen nach .Literatur­
angaben (z. B. Fr i e d e  r i c h  s, 1930) und eigenen 
Untersuchungen an Hand von Stämmen oder von Mate­
rial direkt von verpilzten Tieren sowohl kurz- wie 
auch langsporige Stämme vor. So stammten bei unseren 
Messungen kurzsporige Formen mit mittleren Sporen­
längen von 6,0 bis 7,7 µ aus Malaysia und den Palau­
inseln, langsporige mit mittleren Sporenlängen von 
11,0 bis 12,5 µ aus Indien und den Fidschiinseln. Ob in 
bestimmten geographischen Gebieten kurz- oder lang­
sporige Stämme vorherrschen und ob sie gegenüber 
Oryctes gleich virulent sind, wird sich nur an Hand 
weiterer Proben bzw. Parallelversuche ermitteln lassen. 
Der für unseren Versuch benutzte Stamm M. a. 32 ge­
hört mit einer Sporenlänge von 6-7 µ eindeutig zum 
minor-Typ. Er war von einer 0. rhinoceros-Puppe iso­
liert worden, die als Larve aus Südmalaysia geschickt, 
dann aber etwa 3/4 Jahr in Darmstadt in Sägemulm 
weitergezogen worden war. Sehr wahrscheinlich infi­
zierte sie sich hier an Sporen, die im Substrat vorhan­
den waren. Dieses stammte aus Sägemulmhaufen einer 
Sägemühle bei Saalmünster (Hessen), in denen von 
M. anisopliae befallene Larven von Oryctes nasicornis
(L.) vorkommen. Jedenfalls war die Virulenz unseres 
Stammes für die 0. rhinoceros-Larven durchaus ausrei­
chend. Selbstverständlich muß man daran denken, daß 
es im Ursprungsgebiet von 0. rhinoceros virulentere 
Stämme geben kann, von ihnen gewonnene Sporen also 
vielleicht bei geringerer Dosierung für eine steile 
Mortalitätskurve ausreichen. 
Im Hinblick auf eine biologische Bekämpfung von 
0. rhinoceros mit Hilfe des Pilzes sei hier betont, daß
die zu wählende Sporendosierung von weiteren Über­
legungen abhängt. Man wird z. B. für die Kontamina­
tion von Fanghaufen nicht eine Dosis von 107 Spo­
ren/cm3 wählen, sondern eine niedrigere, die ausreicht,
daß Larven verpilzen und der Pilz an ihnen sporuliert,
die aber gleichzeitig das Absterben der Larven ver­
zögert ablaufen läßt. So würde immer wieder frisches
Infektionsmaterial entstehen.
3. Larvenmortalität bei 101 Sporen/cm3 + 50 ppm Captan
Die Mortalitätskurve dieser Serie ist ziemlich steil.
Nach 4 Wochen sind bereits 45 0/o der Larven tot; dabei 
war in 7 von 9 Larven M. anisopliae kulturell nachzu-
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weisen. Das Fungizid wirkt also in dieser Dosierung für 
den beabsichtigten Zweck unzureichend. 
Hier ist noch interessant, daß in dieser Serie wie 
auch in der mit allein 107 Sporen/cm3 der kulturelle 
Nachweis des Testpilzes in 80 0/o der toten Larven ge­
lang. Bei den jeweils restlichen 20 0/o waren andere 
Pilze oder Bakterien vorhanden, die vielleicht die M. 
anisopliae-Infektion zurückgedrängt oder deren kultu­
rellen Nachweis verhindert hatten. Da die Tiere nur 
wöchentlich kontrolliert wurden, konnten solche sapro­
phytische .Besiedlungen postmortal erfolgen. 
4. Larvenmortalität bei 101 Sporen/cm3 + 200 ppm
Captan
In der Serie 107 Sporen/cm3 + 200 ppm Captan tritt
die erste tote Larve erst nach 6 Wochen auf, und 
M. anisopliae ist in ihr nicht nachzuweisen. Die Mor­
talitätskurve steigt weiterhin langsam an. Bei den in
24 Wochen eingegangenen 19 Larven waren 11 nach­
weisbar vom Testpilz befallen. Dies zeigt, daß 200 ppm
Captan die Sporen von M. anisopliae unter den gege­
benen Bedingungen nicht völlig vernichten, sondern
offensichtlich nur die Zahl der lebenden oder wirk­
samen Sporen reduzieren. So kommt eine Mortalitäts­
kurve zustande, die in ihrer ersten Hälfte vom Pilz
bestimmt wird, in der zweiten (vgl. Kurve für 200 ppm
Captan allein) vielleicht auch zusätzlich vom Fungizid.
Die nachweisbar von M. anisopliae befallenen Tiere
(11 von insgesamt 19 toten) finden sich mit 7 Stück im
steileren Anfangsteil der Kurve bis zur 12. Woche
etwas gehäuft, im übrigen aber (mit 4 Tieren im folgen­
den flacheren Kurventeil) bis zur 19. Woche über die
Kurve verteilt. Interessant ist, daß in dieser Serie alle
M. anisopliae-lnfektionen in den ersten 4 Wochen
erfolgt sein müssen, denn nur so lange waren die Spo­
ren des Pilzes (einschließlich Captan) im Substrat, wei­
terhin das Fungizid allein. Die Wirkung des Pilzes
war aber durch das Fungizid so reduziert worden, daß
die erste nachweisbar durch M. anisopliae tote Larve
erst nach 8 v\Tochen auftrat. Wenn also die in den
ersten 4 Wochen erfolgten Pilzinfektionen erst nach
weiteren 4 Wochen zum ersten Mykosefall führen,
dürfen wir annehmen, daß sie eine je nach Infektions­
bedingungen 1-4 Wochen dauernde Vermehrung des
Rhabdionvirus oryctes nicht behindern, zumal bei
Zuchtmaterial, das aus dem Freiland eingetragen wird,
die Sporendichte nicht so hoch sein wird wie die hier im
Modellversuch gewählte. Bei der Benutzung eventuell
pilzverseuchten Zuchtsubstrates aus dem Freiland kann
man neben der Vorbehandlung mit 200 ppm Captan
vorsichtshalber die Dosierung des Rhabdionvirus mög­
lichst hoch wählen, um so seine Vermehrung vor einem
beginnenden Pilzbefall ablaufen zu lassen.
Ausgelöst durch unsere Versuchsergebnisse wird 
Captan jetzt nötigenfalls bei der Massenvermehrung 
des Rhabdionvirus unter tropischen Südseebedingungen 
benutzt (S i n g h , 1970; B e dfo r d, 1971; Z e l a z ny, 
1971). 
M a j c h r o w i c z (1967) hatte durch 0,08 bis 2 0/o 
Captan im Nährboden eine Hemmung von M. ani­
sopliae bekommen. Unsere Dosierungen von 50 und 
200 ppm liegen mit 0,005 bzw. 0,02 0/o weitaus niedriger. 
Aber hier spielt die Einwirkungszeit sicher eine wich­
tige Rolle. Sie beträgt bei unserem Versuch 2 Wochen 
vor Einsetzen der Larven und dazu die Zeit, während 
der die Tiere im kontaminierten Substrat lebten. 
Der kulturelle Nachweis von M. anisopliae gelang in 
dieser Serie nur in 58 0/o der toten Larven. Auch dies 
spricht - neben dem vergleichsweise späten Tod der 
Larven - für eine Unterdrückung des Pilzes durch Cap­
tan, gleichzeitig allerdings auch für eine direkte oder 
indirekte Schädigung eines Teiles der Larven durch das 
Fungizid. 
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5. Larvenmortalität bei 50 und 200 ppm Captan
Die Wirkung von 200 ppm Captan allein auf die
Larven war während des für eirie Virusvermehrung 
entscheidenden Zeitraumes von maximal 4 Wochen 
kaum (Abb. 1, Kurve für 200 ppm Captan) oder nicht 
(Kurve für 107 Sporen/cm3 + 200 ppm Captan) vorhan­
den. Da eine Beeinflussung der Virusvermehrung durch 
das Fungizid nicht anzunehmen ist, steht der Verwen­
dung von 200 ppm Captan also nichts entgegen. 
Auf die Dauer beeinflussen allerdings sowohl 200 wie 
auch - weniger - 50 ppm Captan die Larven: Es kommt 
zu flach ansteigenden Mortalitätskurven. Es läßt sich 
nicht sagen, ob hier eine direkte Wirkung auf die Lar­
ven vorliegt, die ja das fungiziddurchsetzte Substrat 
fressen, oder ob indirekt das Substrat mikrobiell durch 
das Fungizid so verändert wird, daß es den Larven 
weniger zuträglich ist. Letzteres könnte bei 200 ppm 
Captan der Fall gewesen sein, da die Larven dauernd 
in Substrat mit dieser Fungiziddosis lebten. Für eine 
direkte Wirkung des Fungizids dürfte aber die Mor­
talitätskurve bei 50 ppm sprechen. Hier waren die Lar­
ven nur 4 Wochen lang dem Fungizid ausgesetzt; wei­
terhin nicht, weil bereits nach dieser Zeit zu erkennen 
war, daß diese Captandosis für die geplante Verwen� 
dung ungeeignet war. Die Mortalität setzte aber erst 
11 Wochen nach Absetzen des Fungizids ein. Es waren· 
also bei. den betroffenen Larven in den ersten 4 Wochen 
irreversible Schädigungen gesetzt worden. Die Mortali­
tätskurve bei 50 ppm wäre höchstwahrscheiniich früher 
einsetzend verlaufen, wenn die Larven - wie bei 
200 ppm - auch hier dauernd dem Fungizid ausgesetzt 
gewesen wären. - Die etwa monatlichen Gewichts­
kontrollen zeigten von der 12. Woche an bei den in 
200 ppm Captan gehaltenen Tieren etwas geringere 
Durchschnittsgewichte als bei denen der Kontrolle. Bei 
der geringen Zahl der Tiere ließ sich der Gewichts­
_ unterschied (0,7 g nach 24 Wochen) aber statistisch nicht 
sichern. 
Die Frage, wie lange Captan im Boden (oder ande­
ren Substraten) erhalten bleibt bzw. wie schnell es 
zersetzt wird, läßt sich generell nicht beantworten, da 
dies offenbar vom Bodentyp abhängig ist und in bak­
terienreichen Typen die Zersetzung .weitaus schneller 
erfolgt als in bakterienarmen. (vgl.Ag n i h o t r i, 1971). 
Beim hier verwendeten Sägemulm ist nach den Larven­
befunden das Fungizid jedenfalls nicht in einer Woche 
(also vor Einsetzen der Larven) abgebaut worden, wie 
es A g  n i h o t r i  (1. c.) in sandigem Lehm aus einem 
Forstgarten beobachtete. 
Nach diesen Befunden kommt Captan als kurzfristi­
ger Pilzschutz von Oryctes-Larven in Frage, aber nicht 
bei langdauernden Versuchen und Zuchten. Hier sind 
andere Methoden (s. Einleitung) wie Teilsterilisation 
des Substrates oder Beimischung von Kuhdung nötig. 
Zusammenfassung 
Der Indische Nashornkäfer, Oryctes r_hinoceros (L.), 
läßt sich mit Rhabdionvirus oryctes Huger biologisch 
bekämpfen. Die gezielte Massenvermehrung des Virus 
erfolgt in peroral infizierten L3 dieses Palmenschädlings 
und benötigt je nach Infektionsbedingungen 1-4 Wo­
chen. In dieser Zeit können pilzliche Infektionen durch 
Metarrhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. vom Substrat 
her erfolgen und durch Larvenmortalität die Virus­
ausbeute reduzieren. In einem Modellversuch ließen 
sich selbst bei einer Sporendosis von 107/cm3 Ausfälle 
durch den Pilz mindestens in den kritischen 4 Wochen 
verhindern, wenn dem kontaminierten Substrat 2 Wo­
chen vor Benutzung 200 ppm Captan zugefügt wurden. 
Das so behandelte, 53 Gew.-0/o Wasser enthaltende 
Substrat wurde in dieser Zeit alle 3 Tage gründlich 
durchmischt. Ein entsprechender Fungizidschutz mit 
Captan wird jetzt bei der Massenvermehrung desRhab­
dionvims unter tropischen Bedingungen benutzt. -
· 50 ppm Captan erwiesen sich als unzureichend. - Bei
längerer Einwirkung führten sowohl 200 wie auch
50 ppm Captan allein zu Todesfällen der Larven. 50 ppm
Captan hatten sogar bei nur vierwöchiger Einwirkungs­
zeit auf die Larven eine Mortalität zur Folge, die erst
11 Wochen später einsetzte. Bei Langzeitversuchen
muß der Pilz also mit anderen Methoden ausgeschaltet
werden. - Der kulturelle Nachweis des Pilzes in befal­
lenen Larven gelang in den Versuchsvarianten mit
schneller Mortalität in 80 °/o, sonst in 58 °/o der Fälle.
- Der benutzte virulente Stamm von M. anisopliae war
von einer 0. rhinoceros-Puppe bei der Weiterzucht
einer Larve in Darmstadt isoliert worden. Er dürfte das
Tier hier über das Zuchtsubstrat infiziert haben und
ursprünglich wohl von 0. nasicornis (L.) stammen. Er
gehört zum kurzsporigen Typ. Die Unterteilung von
M. anisopJiae in forma minor und forma major mit
kurz- bzw. langsporigen Stämmen scheint berechtigt,
sollte aber an weiterem Material geprüft werden.
Summary 
For biological control of the Indian rhinoceros beetle 
[Oryctes rhinoceros (L.) J, Rhabdionvirus oryctes Huger is 
mass-produced in 3rd instar larvae of this pest. During the 
period of lethal infection which, depending on the conditions 
of the infection, is 1-4 weeks, fatal infections by the fungus 
Metarrhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. often occur and 
thus reduce virus yield. lt was possible to suppress in a 
laboratory experiment lethal Metharrhizium-infections for 
at least 4 weeks by adding 200 ppm of the fungicide captan 
to the substrate (rotten sawdust) even when the latter was 
artificially contaminated with spores of the furigus at a 
dose of 107/cm3 • Captan was given to the spore containing 
substrate already 2 weeks before starting the experiments 
with the larvae; during this time the substrate, containing 
53 0/o (w/w) water, was thoroughly mixed every 3 days. 
Based on our findings captan is now utilized under tropical 
conditions at places of mass production of Rhabdionvirus. -
A dose of 50 ppm captan was not sufficient to suppress the 
fungus disease within the first 4 weeks. - At prolonged test 
periods, 200 as weil as 50 ppm captan alone, i. e. without the 
fungus, caused some mortality. Even an exposition of larvae 
for only 4 weeks to 50 ppm captan caused increasing morta­
lity 11 weeks later. Thus, in long term experiments as well 
as in rearings the fungus must be suppressed by other 
methods. - In series with fast mortality by the fungus the 
cultural demonstration of the fungus was possible in 80 0/o 
of the dead larvae. - The virulent strain of M. anisopliae 
used in these tests was isolated from a pupa of 0. rhinoceros 
that had developed from a larva reared for some months at 
Darmstadt in a substrate probably contaminated by conidia 
derived from 0. nasicornis (L.). The isolated strain is 
belonging to the short-spored form. The subdivision of 
M. anisopliae in forma minor and forma major with short­
spored and long-spored forms, respectively, seems to be
justified but should be confirmed by further investigations.
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Eingegangen am 9. September 1971 
Analysenmethode zur potentiometrischen Bestimmung 
von Amitrol (3-Amino-1,2,4-triazol) in Pflanzenschutzmitteln 
W. Wei nma nn und E. Finge r, Laboratorium für chemische Mittelprüfung
der Biologischen Bundesanstalt für Land- un d Forstwirtschaft, Braunschweig
[Nachrichtenbl. Deutsch. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 23. 1971, 184-188] 
A Einleitung 
Amitrol findet als sehr wirksames und selektives 
Herbizid in verschiedenen Formulierungen, zum Teil in 
Kombination mit Triazinen, Harnstoffderivaten, Wuchs­
stoffen, Bromacil und TCA, Anwendung im Acker-, 
Garten-, Obst- und Weinbau. 
Die zur Zeit angewandten Analysenmethoden für die 
Bestimmung von Amitrol in diesen Formulierungen 
basieren überwiegend auf der Diazotierbarkeit der 
Verbindung und der anschließenden Kupplung der ent­
standenen Diazoverbindung mit den verschiedensten 
Kupplungskomponenten zu charakteristischen Farb­
stoffen (1, 2, 3, 4}. Die Bestimmung erfolgt also in 
Form einer photometrischen Messung. An Titrations­
methoden, die für die routinemäßige chemische Unter­
suchung verschiedene Vorteile besitzen (raschere 
Durchführung, Einsatz größerer Substanzmengen und 
damit größere Genauigkeit), ist nur jene von S u t h e r-
1 a n  d (5) bekannt. Sie ist insbesondere für die Unter­
suchung reiner Amitrolformulierungen geeignet, nicht 
jedoch für die Untersuchung der verschiedenen Kombi­
nationspräparate. Bei dieser Methode wird der Wirk­
stoff in wäßrigem Dimethylformamid oder Wasser mit 
überschüssiger 0,5 n Salzsäure neutralisiert und der 
nicht gebundene Säureanteil zurücktitriert. Die Titration 
erfolgt unter Verwendung einer Glaselektrode zunächst 
auf einen pH-Wert von 2,5-2,9 und dann auf pH 7,5. 
Der Verbrauch von NaOH zwischen diesen beiden 
Punkten entspricht dem Amitrolgehalt. 
Nachstehend wird eine potentiometrische Methode 
mitgeteilt, die sich auch zur Bestimmung von Amitrol 
in den verschiedenen Kombinationspräparaten verwen­
den läßt. Die Methode basiert auf folgenden Eigenschaf­
ten des Amitrols: Das Aminotriazol bildet wegen seiner 
N ,--,C-NH!I, 
II II 
H-C s • N
\,/ tt H 
3-Amino-
1,2,4 -triazol
N C=NH 
II 1 
H-C N 
\NI 
;., 
1,2,4-Triazolon-
3-imid
Abb. 1. Desmotrope Formen des Aminotriazols. 
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unsubstituierten Imidogruppe im heterozyklischen Ring 
(s. Abb. 1) Metallsalze (6). In wäßriger, mit Ammon­
acetat gepufferter Lösung wird vom Amitrol bei der 
Umsetzung mit Silbernitrat ein Silbersalz der wahr­
scheinlichen Zusammensetzung [(C2H3N4)Ag] 2Ag gebil­
det, welches als farbloser und voluminöser Nieder­
schlag ausfällt und sich durch besondere Schwerlöslich­
keit auzeichnet. Diese Reaktion wird zur potentiometri­
schen Titration von Amitrol benutzt. Die Silber/Silber­
chlorid- oder besser die Silber/Mercurosulfat-Meßkette 
spricht am Äquivalenzpunkt auf die in der Titrations­
lösung vorhandenen Silberionen konzentrationsrichtig 
an und zeigt einen gut erkennbaren Potentialsprung 
(s. Abb. 2). 
B Experimenteller Teil 
1. Anwendung des Titrationsveriahrens auf reinen
Wirkstoff
1.1 Herstellung von reinem Amitrol
Technisches Amitrol hat einen relativ geringen Rein­
heitsgrad. Zur Herstellung eines Standards ist eine 
mehrfache Umkristallisation aus Äthanol und Äthyl­
acetat notwendig. Ein derart gereinigtes Produkt hatte 
einen Schmelzpunkt von F = 159° C, der übereinstimmt 
mit der Angabe des Beilstein-Zitates. 
1.2 Durchführung der Analyse 
Etwa 100 mg reines Amitrol werden im Titrations­
gefäß in 25 ml destilliertem Wasser aufgelöst, 1,5 g 
festes Ammonacetat, p. A., hinzugefügt und auch dieses 
unter Rühren (Magnetrührer) gelöst. Dann wird unter 
Verwendung einer Silber/Silberchlorid- oder Silber/ 
Mercurosulfat-Meßkette mit 0,1 n Silbernitratlösung 
titriert. Nach Zugabe von etwa 10 ml Silbernitratlösung 
wird das Titriermittel in kleinen, aber gleichen Volu­
mina zugesetzt und etwa 3-4 ml über den Potential­
sprung hinaus titriert. Auf diese Weise erhält man eine 
Reihe von Titrationswerten mit zugehörigen Potentia­
len. Die Auswertung kann nun graphisch oder rechne­
risch erfolgen. Die graphische Ermittlung des Äquiva­
lenzpunktes gibt nur bei symmetrischen Titrationskur­
ven genaue Ergebnisse. Da das Auftreten einer hetero­
valenten Kurve jedoch nicht immer sogleich erkannt 
werden kann, ist u. E. die rechnerische Auswertung 
meist vorzuziehen. 
1.3 Rechnerische Bestimmung des Äquivalenzpunktes 
Bei der rechnerischen Ermittlung des Äquivalenz­
punktes wird näherungsweise der Nullwert der zweiten 
Ableitung bestimmt (s. Tab. 1). 
